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摘要 :【 目的 】 检 测 家 乔 Bombyx mori. 变态 期 前 胸腺 细胞 的 解 离 、 自 噬 与 凋 亡 ,并 与 脂肪 体 的 进行 对 
比 , 从 而 解析 昆 忠 幼虫 - 晴 变 态 期 过 程 中 不 同 组 织 重 塑 的 异同 。【 方 法 】 以 家 蚕 5 冷 期 \ 游 走 期 \ 预 肾 
期 和 肾 期 前 胸腺 和 脂肪 体 组 织 为 材料 ,在 光学 显微镜 下 观察 前 胸腺 和 脂肪 体 细 胞 解 离 情况 ;分 别 利 
用 Lyso-Tracker 和 TUNEL 3 色 ,在 荧光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 细胞 自 噬 和 细胞 凋 记 的 发 生 情 况 ; 利 
用 qRT-PCR 检测 家 蚕 前 胸腺 中 自 噬 发 生 标志 基因 Atg8 的 表达 水 平 ;利用 透射 电镜 观察 前 胸腺 和 
脂肪 体 细 胞 自 噬 小 体 和 前 胸腺 线粒体 ;利用 Caspase3 酶 活性 检测 试剂 盒 测 定 Caspase3 酶 活性 ; 利 
用 qRT-PCR 检测 前 胸腺 中 晓 皮 酮 (ecdysone ) 合 成 相关 基因 Spo, Phm, Dib 和 Sad 的 表达 水 平 ; 利 
用 酶 免疫 试验 (enzyme-immunoassay，EIA ) 测 定 前 胸腺 中 晓 皮 酮 的 含量 ,进而 检测 合成 晓 皮 酮 的 活 
No [AR] n | AKSR RRE P, ARA 1 天 家 自前 胸腺 和 脂肪 体 细胞 中 同时 开 
始 出 现 细胞 解 离 ;脂肪 体 细胞 自 噬 和 凋 亡 分 别 在 游 走 期 和 预 肾 第 1 天 开始 出 现 并 逐渐 增强 ;而 前 胸 
腺 一 直到 化 肾 第 2 天 都 没有 发 生 明显 的 细胞 自 噬 和 凋 亡 ;此 外 ,前 胸腺 中 线粒体 的 形态 变化 和 晓 皮 
酮 合成 相关 基因 的 转录 水 平均 与 对 应 时 期 前 胸腺 合成 嫉 皮 酮 的 活力 一 致 。【 结 论 】 在 变态 发 育 时 
家 乔 不 同 组 织 消亡 发 生 的 时 间 不 同 ,虽然 前 胸腺 和 脂肪 体 在 化 肾 第 1 天 同时 出 现 细 胞 解 离 , 但 是 前 
胸腺 直到 化 肾 第 2 天 都 不 发 生 细 胞 自 噬 和 凋 亡 , 可 能 与 其 持续 合成 嫉 皮 酮 的 功能 有 关 。 本 研究 为 
昆虫 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 组 织 消亡 的 深入 研究 提供 了 理论 依据 与 工作 基础 。 

关键 词 : zm; 前 胸腺 ; 脂肪 体 ; 细胞 解 离 ; 自 噬 ; 凋 亡 ; 程序 性 细胞 死亡 
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Abstract; [ Aim] To detect the cell dissociation, autophagy and apoptosis in the prothoracic gland of the 


silkworm, Bombyx mori during metamorphosis, and to compare tissue demise in the prothoracic gland 
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with that in the fat body, so as to uncover the similarities and differences of tissue remodeling during the 
larval-pupal metamorphosis. [ Methods] With the prothoracic gland and fat body tissues of B. mori at the 
5th instar, wandering, prepupal and pupal stages as the test materials, the cell dissociation in the 
prothoracic gland and fat body of B. mori was observed under light microscopy. The autophagy and 
apoptosis were observed after Lyso-Tracker and TUNEL staining, respectively, under fluorescence 
confocal microscopy. The expression profile of the autophagy marker gene Atg8 in the prothoracic gland 
was detected by qRT-PCR. The autophagosome in the prothoracic gland and fat body as well as the 
morphological changes of mitochondria in the prothoracic gland were observed under transmission electron 
microscopy. The Caspase3 activity was assayed using Capase3 enzyme assay kit. The expression profiles 
of Halloween genes Spo, Phm, Dib and Sad were detected by qRT-PCR. The ecdysone content in the 
prothoracic gland was detected by enzyme-immunoassay ( EIA ) aiming at furthermore determining the 
activity of the synthesis of ecdysone. [Results] During the transition from larva to pupa of B. mori, both 
the prothoracic gland and fat body began to undergo cell dissociation on the 1st day of pupation. 
Autophagy and apoptosis in the fat body began to appear at the wandering stage and day 1 of prepupa, 
respectively , and gradually increased. However, autophagy and apoptosis did not occur in the prothoracic 
gland until the 2nd day after pupation. In addition, the morphological changes of mitochondria and the 
transcription levels of Halloween genes were consistent with the activity of ecdysone synthesis in the 
prothoracic gland at the corresponding developmental stage of B. mori. [Conclusion] The time of tissue 
demise is different in different tissues of B. mori during metamorphosis. Cell dissociation appears on the 
Ist day after pupation in both the prothoracic gland and the fat body; however, autophagy and apoptosis 
in the prothoracic gland do not occur until the 2nd day after pupation, which may be related to its 
function in continuous synthesis of ecdysone. This study provides important scientific basis for the in- 
depth study of tissue demise during the larval-pupal metamorphosis in insects. 

Key words: Bombyx mori; prothoracic gland; fat body; cell dissociation; autophagy; apoptosis; 


programmed cell death 





组 织 重 塑 是 一 个 动态 的 过 程 ,存在 于 多 种 器 官 





Is ( autophagy ) 和 细胞 凋 亡 (apoptosis ) 两 种 形式 ,其 











的 不 同 发 育 阶 段 , 该 过 程 与 衰老 .病理 和 瘤 证 等 疾病 
的 发 生 密 切 相 关 ( de Souza et al., 2001; Untergasser 
et al., 2005; Hinz et al., 2012) 。 组 织 重 塑 也 存在 于 
完全 变态 昆虫 中 ,其 幼虫 需要 经 过 肾 期 的 发 育才 能 
变 为 成 虫 ,这 一 虫 态 的 出 现 包 含 了 幼虫 组 织 的 消亡 
和 成 虫 组 织 的 形成 。 腹 R WR Drosophila 
melanogaster 在 幼虫 到 肾 的 变态 发 育 中 ,脂肪 体重 逆 
过 程 包括 幼虫 脂肪 体 细胞 的 解 离 (cell dissociation ) 、 
程序 性 细胞 死亡 (programmed cell death, PCD) 以 及 
新 的 成 虫 脂肪 体 的 形成 ( Nelliot et al., 2006) 。 组 织 
消亡 是 重 塑 的 第 一 步 , 主要 是 通过 细胞 解 离 和 PCD 
来 完成 的 。 果 蝇 脂 肪 体 在 化 晴 6 h 后 开始 出 现 细胞 
解 离 并 逐渐 增强 ;化 肾 14 h 后 ,脂肪 体 细胞 彼此 完 
全 分 离 ;最 终 脂肪 体 细胞 会 在 肾 壳 内 重新 结合 形成 
成 虫 脂肪 体 (Nelliot et al., 2006; Zheng et al., 
2016) ; KÆRA Ps 2L S TE [C Je 12 h 开始 并 
逐渐 增强 (Jia et al., 2018), PCD 主要 包括 细胞 自 







































































































































































主要 功能 是 响应 上 游 信 号 以 降解 或 移 除 长 寿命 蛋 
白 、 老 旧 或 受 损 的 细胞 或 细胞 器 等 进行 回收 再 利用 
以 维持 细胞 的 稳 态 ,此 外 细胞 自 噬 和 调 亡 也 可 以 作 
为 免疫 反应 响应 外 来 病原 的 入 侵 等 ( Griffin, 2005 ; 
Orvedahl et al., 2010; Sir and Ou, 2010; Robinson et 
al., 2014) , 

EE 0471 R Js Hs SR HE E ELS S Be CR ( 20- 
hydroxyecedysone, 20E ) 信号 调控 (Bond et al., 
2010) , 20E 与 EcR 和 USP 组 成 的 异 源 二 聚 体 受 体 
复合 物 结合 后 形成 配 体 - 受 体 复合 物 20E-EcR-USP, 
过 与 靶 基 因 启 动 子 上 的 EcRE (20- 
hydroxyecdysone response element) 结合 ,开始 启动 包 
括 Br-C, E74, E75 和 E93 等 转录 因子 在 内 的 初级 
应 答 基 因 表 达 ; 这 些 初级 应 答 因 子 随后 触发 自 唆 相 
KEN Ate) 以 及 天 冬 氨 酸 调 亡 酶 编码 基因 Dronc 
和 Drice 死亡 激活 因子 reaper 和 hid 的 表达 ,最 终 导 
致 昆虫 变态 过 程 中 细胞 自 噬 和 调 亡 的 发 生 (Yin and 
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11 ji 龙 诗 慧 等 : 家 在 幼虫 - 师 变 态 期 前 胸腺 和 脂肪 体 细 胞 解 离 和 程序 性 细胞 死亡 的 比较 分 析 1241 




















Thummel, 2005 ; Hay and Guo, 2006; Spindler et al., 
2009; 李 康 等 , 2011) BFTZ-F1 是 20E 信和 号 传导 中 
的 一 个 中 晚期 响应 转录 因子 ,对 于 20E 信号 介 导 的 
肪 体 消亡 和 重 塑 是 必需 的 (Yamada et al., 2000; 
Bond et al., 2011) 。 在 果 蝇 中 ,脂肪 体 特异 过 表达 
BFTZ-Fl 可 以 诱导 基质 金属 蛋白 酶 2 ( matrix 
metalloproteinase 2, MMP2) 的 过 早 表达 导致 脂肪 体 
提前 发 生 细胞 解 离 。 相 反 , MMP2 抑制 因子 dBlimp- 
1 的 过 表达 会 导致 化 肾 的 停止 ( Bond et al., 2011) 。 
Fie MMPI 和 MMP2 均 可 被 20E 诱导 并 协同 促进 
脂肪 体 的 细胞 解 离 , 获 除 MMPI 或 MMP2 基因 均 可 
延缓 脂肪 体 细胞 的 解 离 (Bond et al., 2010; Jia et 
al., 2014) , 
EL ERU PG TH ACTEHRE UT IR R 
和 肝脏 ,是 能 量 储存 和 代谢 的 中 心 ,也 是 昆虫 的 重要 
免疫 器 官 (Tian et al., 2013; Li et al., 2019) 。 前 胸 
腺 是 昆虫 幼虫 合成 20E 前 体 晓 皮 酮 的 主要 器 官 ,4 
个 Halloween 基因 Spook (Spo), Phantom ( Phm), 
Disembodied ( Dib) fll Shadow ( Sad) WE usc Z 5j bá pz 
酮 的 合成 ,其 合成 水 平 受 促 前 胸腺 激素 (PITH) 、 胰 






























































1.2 家 等 前 胸腺 和 脂肪 体 细胞 形态 学 观察 

同时 解剖 1. 1 节 培 养 获得 的 5 龄 第 6 天 
(L5D6) 、 游 走 期 (W) fiut S 1 天 (PP1) MMA 2 
天 (PP2) 、 化 肾 第 1 天 (PL1) 和 化 师 第 2 天 (P2) 家 看 
的 前 胸腺 和 脂肪 体 组 织 ,快速 用 0. 1 mol/L PBS( pH 
7.2) 缓 冲 液 清洗 1 遍 , 将 清洗 好 的 组 织 放 于 滴 有 
50% 甘油 液 的 载 玻 片上 ,利用 光学 显微镜 进行 明 场 
观测 。 
1.3 家 等 前 胸腺 和 脂肪 体 细 胞 Lyso-Tracker 和 
TUNEL 染色 

Lyso-Tracker 染色 :解剖 获得 5 龄 第 6 天 
(L5D6) 、 游 走 期 (W) MIME 1 天 (PP1) MMR 2 
天 (PP2) Eh i 1 (PL) 和 化 师 第 2 X (P2) ZO 
前 胸腺 和 脂肪 体 放 入 1 mL 0. 1 mol/L PBS 缓冲 液 
中 ,加 入 1 pL37% 预 温 育 的 Lyso-Tracker Red 工作 
液 ,37% 避 光 孵育 3 ~5 min 后 用 0.1 mol/L PBS 组 
冲 液 快速 清洗 3 次 , 封 片 ,利用 灾 光 共聚 焦 显 微 镜 
(FV10-ASW Olympus, 日 本 ) 在 同一 区 光 强 度 下 分 
别 观 察 和 拍摄 不 同 发 育 时 期 的 家 午前 胸腺 和 脂肪 体 
细胞 自 史 的 发 生 情况 。TUNEL 染色 :解剖 获得 5 龄 


















































































































































岛 素 (IS) 和 磷脂 酰 肌 醇 3 激酶 (PI3K) 等 信号 通路 
JFE ( Gilbert, 2004; Shingleton, 2005; Li et al., 
2016), KÆ Bombyx mori 是 鳞 翅 目 昆 虫 的 代表 之 
一 ,目前 对 家 看 脂肪 体 组 织 消亡 发 生 的 研究 已 有 重 
要 进展 。20E 主导 和 调控 昆虫 变态 ,在 幼虫 - 晴 变 态 
时 期 脂肪 体 的 细胞 解 离 和 PCD 过 程 中 发 挥 重 要 的 
调控 作用 ;但 是 晓 皮 酮 合成 场所 前 胸腺 的 组 织 消亡 
变化 进程 沿 无 深入 研究 。 据 此 ,本 研究 以 家 看 为 对 
象 , 检 测 前 胸腺 细胞 的 解 离 、 自 哈 与 汕 亡 的 发 生 , 并 
与 脂肪 体 的 进行 对 比 ,解析 昆虫 幼虫 - 晴 变 态 期 不 同 
幼虫 组 织 消 亡 的 异同 ,为 昆虫 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 
组 织 消亡 的 深入 研究 提供 重要 的 依据 和 理论 基础 。 




































































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 

家 看 品种 P50 为 广东 省 农业 科学 院 在 业 研 究 所 
保存 ,在 温度 为 24 ~26%C 、 相 对 湿度 70% ~80% 、 光 
周期 14L: 10D BIZ PF P FEE ES HERI (Li. et al., 
2016; Guo et al., 2018) 。 

主要 试剂 : Lyso-Tracker 染料 (Thermo Fisher, 
美国 ) , TUNEL 染料 (者 云天 ， EYF), Caspase3 活性 
Rr GUN E (HERE, L), BE EH ( Sigma- 
Aldrich, 美国 )。 


第 6 天 (L5D6) 、 游 走 期 (W) 、 预 肾 第 1 天 (PP1) H 
肾 第 2 天 (PP2)、 化 肾 第 1 天 (Pl1) 和 化 肾 第 2 天 
( P2) 家 午前 胸腺 和 脂肪 体 放 和 人 1 mL 0.1 mol/L PBS 
缓冲 液 中 洗涤 1 次 后 放 入 4% 的 多 聚 甲醛 中 ,在 4%C 
冰箱 摇 床 上 固定 1 h ,将 固定 好 的 组 织 用 0. 1 mol/L 
PBS 缓冲 液 在 4C 冰箱 摇 床 上 清洗 3 次 ,每 次 10 
min ,然后 将 清洗 好 的 组 织 放 和 人 适当 体积 的 596 
Triton X-100 中 于 冰 上 打 孔 30 min, 用 0. 1 mol/L 
PBS 缓冲 液 在 4%C 冰箱 摇 床 上 清洗 3 次 ,每 次 10 
min ,将 清洗 好 的 样品 放 在 载 玻 片 上 ,在 样品 上 加 50 
uL TUNEL 检测 反应 液 并 加 入 相应 酶 ,37%C 下 和 避 光 
孵育 60 min, 用 0. 1 mol/L PBS 缓冲 液 在 4% 冰箱 播 
床上 清洗 3 次 ,每 次 10 min, 封 片 ,利用 荧光 共聚 焦 
显微镜 (FV10-ASW, Olympus, 日 本 ) 在 同一 痰 光 强 
度 下 分 别 观察 和 拍摄 不 同 发 育 时 期 家 乍 前 胸腺 和 脂 
肪 体 细胞 凋 亡 的 发 生 情况 。 

1.4 qRT-PCR 检测 家 午前 胸腺 中 自 噬 标志 基因 
Atg8 的 表达 变化 

解剖 获得 5 龄 第 2 -7 天 (L5D2 -7)、 游 走 期 
(W) HME 1 -2 天 (PP1 -2) 和 化 晴 第 1 -2 X 
(P1 -2) 家 看 幼虫 的 完整 前 胸腺 各 10 对 ,3 组 重复 ， 
采用 Trizol 抽 提 法 (Invitrogen, 美国 ) 提取 总 RNA, 
基本 参照 使 用 说 明 进 行 操作 。 抽 提 RNA 后 测定 
Aswo 和 Awo/Asso 用 以 计算 RNA 浓度 (40 x Ass x fü 
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释 倍 数 jpg/mL) 和 判断 RNA 纯度 ( Aou Asso 应 为 
1.8 ~2.2)。 对 RNA 使 用 M-MLV ( RNase H-) 反 转 
录 酶 (TaKaRa, KÆ) 进行 cDNA 第 1 链 的 合成 ,得 
到 的 cDNA 溶液 稀释 10 倍 后 用 于 qRT-PCR 检测 家 
大 前 胸腺 中 自 哈 基 因 Ates 的 表达 水 平 。qRT-PCR 
引物 如 表 1 所 示 。qRT-PCR 反应 体系 (20 uL): 
SYBR-Green Mix( Bio-Rad, 美国 ) 10 pL， 上 下 游 引 











物 (10 hmol[L) 各 0. 8 uL, 稀释 后 的 cDNA 模板 2 
uL, 灭 菌 水 6.4 uL, WARTE: 95Y 预 变性 2 min; 
95*C 变性 10 s, 58% 退火 10 s, 72% 延伸 15 s, 40 
个 循环 ; 95% 变性 1 min, 55?C3B X 1 min, M 55 - 
95*C 做 产物 洲 解 曲线 。 以 家 看 rp49 作为 内 参 基因 ， 
计算 目的 基因 的 相对 表达 量 。 














表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
基因 GenBank 登录 号 引物 序列 (5' -3 ) 
Gene GenBank accession no. Primer sequences 
rp49 AB048205.1 : CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC 
: TGCTGGGCTCTTTCCACGA 
Atg8 NM. 001046779. 1 : AAGGCTAGGCTTGGAGAC 


: CAGATGTGGGTGGAATGA 





Spook (Spo) NM, 001111363. 1 


: GGACATCCGATCCTTCATCT 
: TCTTCCTGTAGCACCCTGAG 





Phantom ( Phm) 


NM, 001112751.2 


: GCCCTTTATACGCCATGTTT 
: AGGCTTCTCTAAGCCCAACA 





Disembodied. ( Dib) NM, 001043488. 1 


: TGGGTAGTGAACATGCCAGT 
: ATCTAAAGCTTCGGCGTCAT 








Shadow ( Sad) NM, 001112753.1 





: CGAGGAAGGGACTCCACTAA 


> WI> WV u| najs nj u 


: AGTGTGGCAGATGGTACATGA 


S: 上 游 引物 Sense primer; A: 下 游 引物 Anti-sense primer. 


1.5 家蚕 前 胸腺 和 脂肪 体 细 胞 Capase3 酶 活性 
测定 


解剖 获得 5 龄 第 6 天 (L5D6) 、 游 走 期 (W)、 预 
肾 第 1 天 (PP1)、 预 肾 第 2 天 (PP2)、 化 肾 第 1 天 
(Pl1) 和 化 肾 第 2 天 (P2 ) 家 鼻 的 前 胸腺 各 10 对 和 脂 
肪 体 各 5 头 ,3 组 重复 ,利用 RPA RRASA, 
EH) 裂解 组 织 并 离心 获得 总 蛋白 ,随后 用 Bradford 
法 测定 蛋白 浓度 。 参 照 Capase3 酶 活性 测定 试剂 盒 
说 明 测 定 pNA 标准 曲线 。 同 时 配制 Caspase3 酶 活 
性 检测 液 ,将 上 述 反应 体系 置 于 37% 孵育 1 ho Æ 
As 处 测定 吸光 度 ,通过 与 标准 曲线 对 比 , 计 算 样 品 
催化 产生 的 pNA 量 从 而 得 出 每 毫克 蛋白 中 
Caspase3 的 酶 活性 。 

1.6 ”透射 电镜 观察 家 乔 前 胸腺 和 脂肪 体 细胞 中 的 
自 噬 小 体 和 前 胸腺 细胞 中 的 线粒体 

解剖 获得 5 龄 第 6 天 (L5D6) 、 游 走 期 (W) H 
肾 第 2 天 (PP2 ) 和 化 师 第 2 天 (了 P 了 2) 家 春 前 胸腺 和 脂 
肪 体 后 迅速 置 于 含有 2. 596 X, — REB 0. 1 mol/L 
PBS( pH 7.4) 固定 液 中 国定 48 h, 其 中 24 h 后 更 换 


























































































































1 次 固定 液 ; 用 0.1 mol/L PBS (pH 7.2, 4%C ) 清洗 
JX— BS [5| E Y, 15 min/ 次 , 共 4 次 ;用 0.1 mol/L 
PBS(pH 7.2, 4% ) 配 制 的 1% RIR AC 后 固定 2 h; 
用 0.1 mol/L PBS (pH 7.2, 4*C) 洗 猴 酸 ,10 min/ 
次 , 共 6 次 ,先后 使 用 30% ，50% ,70% ，80% 和 
9096 乙醇 脱水 1 次 ,各 15 min, 4C FEH 100% Z 
醇 ( 加 无 水 硫酸 钠 ) 脱 水 ,15 min/ 次 , 共 3 次 ,然后 使 
用 环 氧 丙烷 : EP812 23:1 (30 min), 1:1 (1 h) 和 
1:3 (2 h) 进 行 过 渡 。 最 后 用 纯 EP812 4%C 过夜 后 换 
新 配制 的 纯 EP812 ,渗透 7 h。 用 纯 EP812 包 埋 样品 
2 d 后 置 于 60Y 烘箱 ,一 周 后 切片 并 用 雷诺 效 柠 檬 
酸 铅 染色 ,然后 使 用 透射 电镜 (H7650， 日 立 ) 观察 
家 看 前 胸腺 和 脂肪 体 细胞 中 的 自 哈 小 体 和 前 胸腺 细 
胞 中 的 线粒体 形态 。 
1.7 qRT-PCR 检测 家 等 前 胸腺 中 虹 皮 酮 合成 相关 
将 1.4 节 获 得 的 5 龄 第 2 天 至 化 师 第 2 X ACE 
前 胸腺 的 cDNA. 模板 ,用 于 检测 晓 皮 酮 合成 相关 基 
Pd CSpo, Phm, Dib 和 Sad) 的 表达 水 平 ,qRT-PCR 方 
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法 同 1.4 节 , 引 物 如 表 1 所 示 。 
1.8 酶 免疫 试验 (enzyme-immunoassay , EIA ) M) 
定 家 等 前 胸腺 中 旷 皮 酮 含量 

在 超 净 工 作 台 上 取 1.2 节 获 得 5 龄 第 6 天 
(L5D6) 、 游 走 期 (W) MIME 2 天 (PP2) 和 化 肾 第 2 
天 (P2) 家 大 完整 前 胸腺 各 10 对 ,3 组 重复 , 放 入 添 
加 抗生素 的 Grace 培养 基 中 进行 组 织 离 体 培养 ， 
27% 预 培 养 1 h 后 用 狠 子 取出 放 和 人 新 的 添加 抗生素 
的 Grace 培养 基 中 27% 培养 24 h ,去 除 前 胸腺 并 收 
取 培 养 基 ,参照 叶 滨 等 (2016 ) 利用 ELA. W zt ds B i 
含量 ,以 培养 基 中 赔 皮 酮 的 含量 作为 对 前 胸腺 晓 皮 
酮 合成 活力 的 检测 。 
1.9 数据 分 析 

利用 2 "法 计算 不 同 发 育 时 期 基因 的 相对 表 
达 量 ;利用 平均 值 + 标准 差 (mean € SD) EST 3 HE 
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图 1 KAY m-dN ES EHI 
Fig. 1 





复 的 误差 ;利用 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 
计算 数据 的 显著 性 差异 。 


2 结果 


2.1 家 等 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 和 脂肪 体 细 
胞 解 离 的 形态 学 观察 

解剖 5 龄 第 6 X Se (ES 2 天 家 乍 前 胸腺 和 脂 
肪 体 进行 白光 明 场 下 观察 细胞 的 解 离 。 结 果 如 图 1 
所 示 , 从 5 龄 摄食 期 到 预 晴 第 2 天 ,不 管 是 前 胸腺 
(图 1: A) 还 是 脂肪 体 ( 图 1: B) ,其 细胞 均 呈 现 致 
密 的 排列 ,没有 出 现 解 离 的 现象 ;直到 化 肾 后 第 1 
天 ,两 个 组 织 的 细胞 开始 排列 瑰 松 并 且 细 胞 间 际 增 
加 ,化 师 第 2 天 细胞 解 离 现象 较为 明显 。 这 些 结果 
表明 ,从 幼虫 到 肾 的 变态 期 ,家 看 的 前 胸腺 和 脂肪 体 
均 在 化 师 后 第 1 天 开始 发 生 细胞 解 离 。 


BEIC 

























































































PPI 


P2 


前 胸腺 (A) 和 脂肪 体 (B) 细 胞 解 离 的 发 育 变化 
Developmental profiles of cell dissociation in prothoracic gland (A) and fat body (B) 





of Bombyx mori during the larval-pupal metamorphosis 


L5D6: 5 龄 第 6 天 Day 6 of the 5th instar; W: 游 走 期 Wandering stage; PP1 -2: 分 别 为 预 师 第 1 天 和 第 2 天 Day 1 and 2 of prepupa, respectively; 








PI -2: 分 别 为 师 期 第 1 天 和 第 2 天 Day 1 and 2 of pupa, respectively. 








2.2 ”家蚕 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 和 脂肪 体 细 
胞 自 叭 发 生 的 比较 
结果 如 图 2 所 示 ,Lyso-Tracker 染色 显示 从 家 看 























5 龄 第 6 天 一 直到 化 师 第 2 天 ,前 胸腺 细胞 的 细胞 
质 中 一 直 没 有 酸性 溶 酶 体 出 现 ( 图 2: A) ,而 脂肪 体 
在 游 走 期 就 开始 出 现 酸性 溶 酶 体 并 且 数 量 逐 渐 增 多 
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图 2 家 和 看 幼 虫 - 肾 变 态 发 育 时 























前 胸腺 (A, C 和 EE) 和 脂肪 体 (B 和 D) 中 细胞 自 鸣 的 发 育 变化 





Fig. 2 Developmental profiles of autophagy in prothoracic gland (A, C and E) and fat body (B and D) 


of Bombyx mori during the larval-pupal metamorphosis 
A, B: Lyso-Tracker 染色 后 痰 光 共 聚焦 显微镜 观察 Observation under fluorescence confocal microscopy after Lyso-Tracker staining; C, D: 透射 电镜 
xL ££ 2m lt rp fr ELITR 7] NP Autophagosomes in cells under transmission electron microscopy; E: qRT-PCR 检测 前 胸腺 中 BmAtg8 的 转录 水 平 mRNA 








level of BmAtg8 in prothoracic gland detected by qRT-PCR. N: 细胞 核 Nucleus; Cy: 细胞 质 Cytoplasm; L: 脂 滴 Lipid droplet; AP: 




















q 7] 











Autophagosome; L5D2 -7: 分 别 为 5 龄 第 2 -7 天 Day 2 -7 of the 5th instar, respectively; W: 游 走 期 Wandering stage; PP1 -2: 分 别 为 预 晴 第 1 











天 和 第 2 天 Day 1 and 2 of prepupa, respectively; P1 -2: 分 别 为 晴 期 第 1 天 和 第 2 天 Day 1 and 2 of pupa, respectively. 下 图 同 The same for the 
following figures. 图 中 数据 为 3 组 重复 的 平均 值 + 标 准 差 。Data in the figure are mean + SD of three replicates. 














(图 2: B), 5 Lyso-Tracker 染色 结果 一 致 ,在 5 龄 
第 6 天 \ 游 走 期 、 预 晴 第 2 天 和 化 肾 第 2 天 4 个 时 
期 ,前 胸腺 细胞 的 透射 电镜 观察 也 均 没 有 检测 到 上 自 
哈 小 体 的 存在 (图 2: C) ;而 在 脂肪 体 中 ,与 5 龄 第 6 
天 相 比 , 预 晴 第 2 天 的 细胞 质 中 出 现 大 量 的 自 哈 小 
体 (图 2: D). Atg8 是 自 哈 发 生 的 标志 基因 ( 张 淑 芜 
等 , 2019) ,虽然 qRT-PCR 结果 显示 前 胸腺 中 Ateg8 
的 转录 水 平 在 预 师 第 2 天 有 轻微 增加 (图 2: E), fH 
是 与 之 前 脂肪 体 中 检测 到 的 hig8 增加 趋势 (Tian et 
al., 2013) 相差 其 远 。 以 上 结果 表明 ,从 幼虫 到 肾 的 
变态 发 育 过 程 中 ,家 春 脂 肪 体 细胞 发 生 剧烈 的 自 哈 ， 
而 前 胸腺 直到 化 晴 后 第 2 天 也 没有 出 现 细胞 自 叭 。 
2.3 家 等 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 和 脂肪 体 中 
细胞 凋 亡 发 生 的 比较 

结果 如 图 3 所 示 , 从 5 龄 第 6 天 开始 至 化 晴 第 2 























天 ,前 胸腺 中 一 直 没 有 TUNEL 染色 显示 的 细胞 凋 亡 
发 生 ( 图 3: A) ,而 脂肪 体 在 预 晴 第 1 天 开始 出 现 细 
胞 凋 亡 并 逐渐 增强 (图 3: B), 5 TUNEL 染色 结 
一 致 ,前 胸腺 中 的 Caspase3 活性 一 直到 化 师 第 2 天 
均 基 本 保持 不 变 (图 3: C) ;而 脂肪 体 中 的 Caspase3 
TTE BUTS 1 天 开始 明显 增加 并 呈现 显著 上 升 的 
趋势 (P<0.05) (图 3: D)。 以 上 结果 表明 ,在 幼虫 
到 晴 的 变态 过 程 中 ,家 乍 脂肪 体 细胞 在 预 师 期 开始 
发 生 细胞 凋 亡 ,而 前 胸腺 直到 化 晤 第 2 天 也 没有 出 
现 细胞 调 亡 的 现象 。 
2.4 家 等 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 细胞 中 线 粒 
体形 态 学 的 观察 

昆虫 幼虫 主要 在 前 胸腺 中 合成 20E 的 前 体 玉 ， 
而 其 线粒体 是 合成 的 中 心 。 透 射电 镜 观 察 结 
显示 ,在 5 龄 第 6 天 家 不 前 胸腺 中 线粒体 呈现 致密 
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E3285] n ME S ACE KATRCA M C 和 脂肪 体 (B 和 D) 中 细胞 凋 亡 的 发 育 变化 
Fig. 3 Developmental profiles of apoptosis in prothoracic gland (A and C) and fat body (B and D) 





of Bombyx mori during the larval-pupal metamorphosis 
A, B; TUNEL 染色 后 荧光 共聚 焦 显 微 镜 观察 Observation under fluorescence confocal microscopy after TUNEL staining; C, D; Caspase3 酶 活性 检测 
Caspase3 activity assay. C 和 DD 图 中 数据 为 3 组 重复 的 平均 值 + 标 准 差 ; 柱 上 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05, 单 因素 方差 分 析 ) Data in the 


figure are mean + SD of three replicates in C and D, and different letters above bars mean significant difference (P <0.05, one-way ANOVA). 























而 且 体积 较 小 的 状态 (图 4: A) ;而 在 游 走 期 线粒体 2.5 家蚕 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 中 虹 皮 酮 合 
体积 变 大 并 且 可 以 看 到 明显 的 空 腔 ( 图 4: B) ,在 预 ”成 相关 基因 的 表达 变 

MI 2 天 线粒体 体积 进一步 增 大 (图 4: €) ,内 峭 清 qRT-PCR 结果 显示 ,Spo( 图 5: A), Phm( 图 5: 
晰 可 见 ;随后 在 化 晴 第 2 天 ,线粒体 体积 减 小 并 恢复 。 B) RI DICIS 5: C) 的 转录 水 平 在 游 走 前 期 和 预 肾 
到 游 走 期 水 平 ( 图 4: D). 期 达到 峰值 ,而 最 后 一 步 合 成 暗 皮 酮 的 基因 Sad 的 
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图 4 家 竺 幼虫 - 师 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 细胞 中 线粒体 形态 学 透射 电镜 观察 


Fig. 4 Morphological observation of mitochondria in the prothoracic gland cell of Bombyx mori during 





the larval-pupal metamorphosis by transmission electron microscope 
龄 第 6 天 Day 6 of the 5th instar; B: 游 走 期 Wandering stage; C: HUMA 2 天 Day 2 of prepupa; D: £L 2 天 Day 2 of pupa. M; 线粒体 
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图 5 家 看 幼虫- 肾 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 中 赔 皮 酮 合成 相关 基因 的 表达 谱 
Fig. 5 Expression patterns of genes related to biosynthesis of ecdysone in the prothoracic gland 


of Bombyx mori during the larval-pupal metamorphosis 
A: Spo; B: Phm; C; Dib; D: Sad. 图 中 数据 为 3 组 重复 的 平均 值 硅 标准 差 。Data in the figure are mean + SD of three replicates. 
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转录 变化 趋势 与 前 三 者 相反 (图 5: D) ,其 表达 量 在 
20E 滴 度 峰值 的 时 期 反而 最 低 。 
2.6 家 等 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 中 虹 皮 酮 的 
合成 活力 

以 培养 基 中 晓 皮 酮 的 含量 作为 对 前 胸腺 虹 皮 酮 
合成 活力 的 检测 。EIA 结果 显示 ,相对 于 5 龄 第 6 
天 摄食 期 , 游 走 期 前 胸腺 中 晓 皮 酮 的 合成 开始 增加 ， 
Jide fiui S 2 天 暗 皮 酮 含量 达到 峰值 (图 6)。 
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图 6 家 竺 幼虫 - 晴 变 态 发 育 时 期 前 胸腺 中 
暗 皮 酮 含量 的 变化 


Fig. 6 Changes in ecdysone content in the prothoracic 








gland of Bombyx mori during the larval-pupal 
metamorphosis 
图 中 数据 为 3 组 重复 的 平均 值 + 标准 差 , 柱 上 不 同 字母 表示 差异 
显著 (P<0.05, 单 因 素 方差 分 析 )。Data in the figure are mean + 
SD of three replicates. Different letters above bars mean significant 


difference (P <0.05, one-way ANOVA). 











3 讨论 














我 们 的 结果 显示 ,家 看 脂肪 体 的 细胞 解 离 在 化 
WESS 1 天 才 开 始 ( 图 1: B) ,明显 晚 于 游 走 期 的 自 
噬 ( 图 2: B 和 D) 和 预 师 期 的 凋 亡 ( 图 3:B 和 D) 发 
生 , 这 与 家 看 脂肪 体 细胞 解 离 在 化 肾 12 h 后 开始 和 
果 蝇 脂肪 体 在 化 晴 6 h 后 开始 ( Nelliot et al., 2006; 
Jia et al., 2018) 是 吻合 的 。 昆 虫 前 胸腺 细胞 解 离 的 
开始 时 间 尚 无 报道 ,我 们 的 结果 显示 家 看 前 胸腺 细 
胞 也 是 在 化 师 第 1 天 开始 解 离 (图 1: A) ,说 明 两 个 
组 织 发 生 消亡 时 至 少 在 家 看 中 细胞 解 离 是 同时 开始 
的 。 在 果 蝇 脂肪 体 中 ,20E 中 晚期 应 答 因 子 BETZ- 
F1 对 于 诱导 MMP 的 表达 是 必需 的 (Bond et al., 
2011) ;我 们 在 家 和 春 脂 肪 体 中 的 研究 发 现 ,20E 可 以 
诱导 BmMmp 基因 的 表达 (Guo et al., 2018) , 暗示 
20E 信号 对 细胞 解 离 的 调控 在 家 人 看 和 果 蝇 脂肪 体 中 
是 一 致 的 。 













































































































































































细胞 自 噬 和 调 亡 是 昆虫 变态 发 育 组 织 消 亡 过 程 
中 发 生 的 重要 生理 事件 。 我 们 在 家 看 脂 肪 体 中 的 检 
测 发 现 目 哈 发 生 ( 游 走 期 ) 早 于 凋 亡 发 生 ( 预 肾 第 1 
天 )1 d( 图 2 和 3), 这 与 变态 期 家 到 中 肠 组 织 重 逆 
FH ELI Z5 YF JS] TZ HJ A ^E ( Franzetti et al., 2012) W 
合 UB] RUE E] Wis 5 8] E Az ^E FI ces UL E E Ji] 2. 
ZUp BAS — BUE. Bl y ci: E, B 27] Bo Juno Rz B RE 
寺 异 组 织 , 肾 中 后 期 发 生 消 亡 ,成 虫 没 有 前 胸腺 , 然 
而 我 们 的 数据 显示 在 脂肪 体 发 生 消亡 的 时 候 ( 图 2: 
B fI D; 图 3: BAD) ,前 胸腺 并 没有 发 生 细 胞 自 哈 
和 凋 亡 ,上 暗示 了 前 胸腺 的 消亡 可 能 存在 除 细胞 凋 亡 
与 自 只 之 外 的 特殊 机 制 , 值 得 我 们 深入 解析 。 

幼虫 期 前 胸腺 是 20E 前 体 晓 皮 酮 合成 的 主要 
场所 ,其 细胞 结构 可 分 为 3 个 时 期 , 即 : (1) 不 活动 
期 :细胞核 呈 圆 形 , 核 内 密布 染色 质 及 核 仁 ,细胞 质 
内 有 结构 完整 的 线 拉 体 、 粗 面 及 滑 面 内 质 网 核糖 体 
和 高 尔 基 氏 体 ,细胞 外 围 的 细胞 间 区 内 有 许多 小 才 
18 d 3E S (2 ) 活动 期 :细胞 结构 变化 为 细胞 核 膜 
BAAK She ,形成 波浪 形 的 核 周 膜 ; 线 粒 休 变形 ， 
出 现 内 上 峭 稀 玻 的 空心 线粒体 ; (3 ) 激素 释放 期 :细胞 
核 变形 ,形成 看 干 长 短 不 一 向 外 伸 出 的 指 状 突 , 有 些 
伸 达 细胞 边缘 ;其 余 细胞 器 退化 ,其 后 仅 余 残缺 的 高 
尔 基 氏 体 和 稀 玻 的 核糖 体 ;线粒体 的 内 峭 和 逐渐 消失 ， 
成 为 空 腔 扩 大 的 及 空 腔 内 藏 “ 膜 轮 ”的 线粒体 
(Gersch and Birkenbeil, 1979; Benedeczky et al., 
1980) 。 我 们 的 数据 显示 :第 一 ,虽然 透射 电镜 显示 
家 看 前 胸腺 从 5 龄 第 6 REMULE 2 天 都 没有 检测 
到 细胞 自 噬 和 调 亡 (图 2: A, CAE; 图 3: A 和 
C) ,但 是 其 线粒体 在 PP2 时 期 体积 最 大 而 且 空 腔 扩 
大 (图 4) , 即 处 于 赔 皮 酮 合成 和 释放 的 活路 期, 而且 
该 形态 学 变化 与 同时 期 血 淋 巴 中 20E 的 滴 度 变 化 
(Li et al., 2015 ) 吻 合 ;第 二 ,透射 电镜 显示 的 线粒体 
形态 变化 与 前 胸腺 中 虹 皮 酮 合成 相关 基因 (po， 
Phm 和 Dib) 的 表达 趋势 吻合 (图 5: A -C) ,而 最 后 
一 步 合成 赔 皮 酮 基因 Sad 的 变化 趋势 与 前 3 者 相反 
(B5: D) ,该 结果 与 烟草 天 峨 Manduca sexta 中 Sad 
基因 的 表达 趋势 (Rewitz et al., 2006) 一 致 ,推测 Sad 
是 线粒体 中 虹 皮 酮 合成 的 一 个 限 速 酶 ;第 三 ,透射 电 
镜 显示 的 线粒体 形态 变化 与 相应 时 期 离 体 培养 的 前 
胸腺 细胞 中 旷 皮 酮 的 合成 活力 (图 6) 相 吻合 。 以 上 
结果 说 明 直 到 化 晴 第 2 天 家 看 前 胸腺 不 发 生 自 哈 和 
凋 亡 的 可 能 原因 是 为 了 持续 合成 幼虫 变态 所 需 的 大 
Æ 20E 前 体 晓 皮 酮 ,但 详细 调控 机 制 尚 不 清楚 。 
通过 对 家 大 前 胸腺 和 脂肪 体 组 织 细 胞 消亡 事件 
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的 比较 分 析 , 本 研究 初步 了 解 了 不 同 幼虫 组 织 在 幼 
虫 - 肾 变 态 发 育 过 程 中 其 细胞 解 离 . 自 噬 和 调 亡 的 发 
生 时 间 顺 序 ,而 细胞 自 哈 和 凋 亡 发 生 的 早晚 可 能 
决 于 不 同 组 织 的 功能 差异 ,为 今后 探究 组 织 重 塑 调 
控 的 分 子 机 理 黄 定 了 工作 基础 。 
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